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(57) Abstract 



To detect rungs cells in clinical material, fungus DNA is extracted from whole blood, and the extracted fungus DNA is subsequently 
tested. This testing enables the conclusion to be drawn mat there is a fungal infection. For further diagnosis, the species of fungus are 
subsequently determined from die extracted DNA. In mis connection, the process for extracting the fungus DNA from whole blood involves 
isolation of essentially intact fungus cells from the whole blood and extraction of DNA from the isolated fungus cells. To detect the fungus 
DNA, at least one segment of the fungus DNA to be tested is amplified, and as a result the amplification products are detected, if necessary. 
To further identify the species of fungus, characterising nucleotide sequence sections are determined for the species of fungus. 

(57) Zusammenfassung 

Zum Nachweisen von Pilzzellen in klinischem Material wird Pilz-DNA aus Vollblut extrahiert und die extrahierte PQz-DNA dann 
nachgewiesen. Anfgrund dieses Nachweises kann auf eine Pflzinfektion geschlossen werden. Fur die weitere Diagnose werden die 
Pilzspezies dann aus der extrahierten Pilz-DNA bestimmt Das Verfahren zum Extrahieren der Pilz-DNA aus Vollblut umfafit dabei die 
Isolation Uberwiegend intakter Pilzzellen aus dem Vollblut und die Extraktion von DNA aus den isolierten Pilzzellen. Zum Nachweisen 
der Pilz-DNA wird dann zumindest ein Segment der nachzuweisenden Pilz-DNA amplifiziert, woraufhin die Amplifikationsprodukte 
gegebenenfalls nachgewiesen werden. Urn die Pilzspezies weiter zu identifizieren, werden fur die Pilzspezies kennzeichnende 
Nucleotidsequenzabschnitte bestimmt 
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Extraction. Amolif ikation und seauentielle Hybridisierung 
von Pilzzellen-DNA sowie Verf ahren zum Nachweiseri von 
Pilzzellen in klinischem Material 

Die vorliegende Erf indung betrif f t allgemein ein Verf ahren zum 
Nachweisen von Pilzzellen in klinischem Material. 

Derartige Verf ahren sind aus der Praxis bekannt, sie beruhen 
standardmafiig auf einer Anztlchtung von Pilzspezies aus klinischem 
Material auf entsprechenden NShrmedien. 
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Durch diese Anzuchtung z.B. in Petrischalen und den Nachweis 
anhand der gewachsenen Oder auch nicht gewachsenen Kolonien 
sind die Nachweisgeschwindigkeit sowie -empfindlichkeit insbe- 
sondere wegen des langsamen Wachstumes der Pilzspezies stark 
beeintrachtigt . Die Diagnose der invasiven Pilzinf ektion wird 
daher haufig erst durch eine SuSerst komplikationstrachtige 
Biopsie eines Organes Oder sogar erst nach dem Tod- des Patienten 
gestellt. 

Das Interesse an Verfahren zura Nachweisen von Pilzzellen ist 
vor dem Hintergrund zu sehen, daS insbesondere in den letzten 
Jahren Pilzspezies als bedeutende nosokomiale Pathogene eine 
erhebliche Bedeutung fur immunsupprimierte Patienten erlangt 
haben. Vor allem nach Knochenmarkstransplantationen (KMT) , aber 
auch nach Leber-, Nieren-, Pankreas-, Herz- und Herz-Lungen- 
Transplantationen haben invasive Pilzinfektionen erheblich 
zugenommen. So ist es z.B. im Jahr 1994 vor allem in franzosi- 
schen KMT-Zentren zu einer solchen Haufung vor allem von 
Aspergillus infektionen gekoramen, daS diese Zentren mehrere Monate 
geschlossen werden muSten. 

Neben den organtransplantierten Patienten sind aber auch 
Patienten mit Krebserkrankung, vor allem nach Chemotherapie 
Oder chirurgischen Eingriffen, Verbrennungspatienten sowie 
Patienten auf chirurgischen und neonatalen Intensivstationen 
zunehmend von invasiven Pilzinfektionen betroffen. Sobald es 
bei diesen Patientenkollektiven zu einer Beteiligung eines 
Organsystemes oder gar mehrerer Organsysteme kommt, betragt 
die Sterblichkeit an dieser inf ektidsen Komplikation zwischen 
80 und 100 %. 

Nur durch eine frflhzeitige Diagnose kann hier der Behandlungs- 
erfolg verbessert werden. Wegen der mit den eingangs erwahnten 
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Standardnachweisverfahren verbundenen Nachteile werden intensive 
Bemuhungen unternommen, eine fruhzeitige Sicherung der Diagnose 
einer systemischen Pilzinf ekt ion zu ermog lichen. 

Neue, auf molekularbiologischen Verfahren beruhende Techniken 
haben zwar bei einer Reihe von anderen Erregern bereits eine 
sensitivere Diagnostik und damit teilweise auch ein fruh- 
zeitigeres Erkennen und Behandeln der Inf ektionserkrankungen 
ermoglicht, bei Pilzinf ektionen war dies bisher jedoch noch 
nicht moglich. 

Ans der Verof fentlichung "Detection of various fungal pathogenes 
in blood samples" in: EBMT 1995, Vol. 15, Suppl. 2, Marz 1995, 
Abstract Book, Abstract 432, S. 103, ist es jedoch bereits 
bekannt, ein DNA- Segment eines Pilz-Genes mittels des PCR- 
Verfahrens zu amplif izieren, urn eine Vielzahl von Pilz-Pathogenen 
im Blut zu identif izieren. Durch zusStzliche Hybridisierxing 
mit speziesspezif ischen Oligonukleotiden konnten femer 
verschiedene Pilzspezies voneinander unterschieden werden. 

Die wesentlichen Probleme des Nachweises von Pilzinfektionen 
mit Hilf e molekularbiologischer Techniken sind dabei auf die 
sehf komplexe Zusairanensetzung der Pilzzellenwand zunlckzuf uhren , 
die bisher zeitaufwendige aber auch teure Extraktionsverf ahren 
erforderlich machen. 

Ein weiteres Problem besteht darin, dafi eine zunehmende Zahl 
von Pilzspezies bei den itnmunsupprimierten Patienten bedrohliche 
Inf ektionen ausl&sen kann, woraus die Notwendigkeit resultiert, 
eine Piille von verschiedenen Pilzgattungen und -staramen bei 
diesen Patienten erf assen und bestimmen zu mussen. Da sich die 
Therapie der Inf ektionen bei verschiedenen Pilzspezies namlich. 
unterscheidet, ist es folglich erforderlich, nicht nur alle 
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Pilzspezies erfassen, sondern diese auch differenzieren und 
identifizieren zu kdnnen. 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
das eingangs erwahnte Verfahren dahingehend weiterzubilden, 
daS eine fruhzeitige Diagnose einer Pilzinfektion moglich wird. 

Das Verfahren soil dabei raS-glichst schnell und einfach durchzu- 
fuhren sein, mdglichst viele Pilzspezies erfassen und in einer 
Weiterbildung auch identifizieren kSnnen. 

Das erfindungsgemaS gefundene Verfahren zum Nachweisen von 
Pilzzellen in klinischem Material umfaSt die Schritte: 

1. j Extrahieren von Pilz-DNA aus Vollblut; und 

2. ) Nachweisen der extrahiert en Pilz-DNA. 

Durch die Abkehr von der bisher bekannten Anziichtung von 
Pilzspezies aus klinischem Material und den Zugrif f auf die 
Pilz-DNA selbst wird ein Verfahren geschaffen, das bei hoher 
Sensitivitat fiber den Nachweis von pilzspezifischer DNA den 
sehf f ruhen Nachweis von Pilzinfektionen ermdglicht. Weil der 
Nachweis sozusagen auf der DNA-Ebene durchgefuhrt werden kann, 
lassen sich zumindest zum Teil hoch empfindliche, gut etablierte 
und schnell durchzufuhrende Verfahren einsetzen, so daS gegenuber 
dem bekannten Verfahren beziiglich Sensitivitat und Geschwindig- 
keit groSe Vorteile erzielt werden. Dabei ist darauf zu achten, 
daS die Preisetzung und Reinigung der Pilz-DNA nicht nur rasch, 
sondern auch nahezu vollstandig und relativ rein erfolgen muS, 
um eine hohe Sensitivitat zu gewahrleisten und eine schnelle 
Diagnose zu ermoglichen. 
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Darfiber hinaus sollte das neue Verf ahren fur eine Vielzahl von 
Pilzspezies sensitiv sein, wobei rait mdglichst wenigen Verfah- 
rensschritten die Pilzspezies auch identifiziert werden sollten. 

Diese weitere Aufgabe wird bei dem obengenannten neuen Verf ahren 
durch den folgenden Verfahrensschritt erreicht, der zusatzlich 
Oder anstelle des Verf ahrensschrittes 2.) durchgefuhrt wird: 

3.) Bestimmen der Pilzspezies aus der extrahierten Pilz-DNA. 

Dieses Verf ahren hat den weiteren Vorteil, dafi die Diagnose 
der spezif ischen Pilzinfektion auf der DNA-Ebene sehr rasch 
durchzufuhren ist und eine hohe SpezifitSt aufweist, da z, B. 
bekannte Sequenzierverf ahren verwendet werden konnen. 

Bei den einzelnen Schritten des neuen Verf ahrens waren viele 
Problerae zu uberwinden # die sich zum Teil aus der Zusanimensetzung 
der Pilzzellenwand und aus der Tatsache ergaben, dafi ein GroSteil 
der Pilzzellen sich nicht im Vollblut f rei in L6s\ing sondern 
nach Phagozytose in verschiedenen Blutzellpopulationen befindet, 
vor allem in Granulozyten und Makrophagen. 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist daher auch isoliert 
der erste Verfahrensschritt, also die Extraktion von Pilz-DNA 
aus Vollblut. Dieses Verf ahren wird zwar vorteilhaft in der 
Diagnostik eingesetzt, urn eine Pilzinfektion bei einem Patienten 
nachweisen zu konnen, es findet aber auch dort Anwendung, wo 
Pilz-DNA fur anderweitige Weiterverarbeitung benotigt wird. 

Mit dem neuen Verf ahren kann dafur z. B. Pilz-DNA aus dem Blut 
von Tieren gewonnen werden, die speziell mit den interessierenden 
Pilzspezies infiziert wurden. Aus der so gewonnenen Pilz-DNA 
kdnnen z. B. DNA-Sonden herausgeschnitten werden, die fur 
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Nachweisreaktionen verwendet Oder in Plasmide eingebaut werden 
kSnnen. Es sind dabei Anwendungen im ganzen Bereich der Grund- 
lagenforschung, Diagnostik, Therapeutik, industriellen Gentech- 
nologie etc. denkbar. 

Das Verfahren der Extraktion von Pilz-DNA soli dabei 
insbesondere fur die Diagnostik auch bei sehr geringen Mengen 
von Pilzen in dem vorliegenden Vollblut noch zuverl§ssig Pilz-DNA 
extrahieren konnen. Ferner soil dieser Verfahrensschnitt schnell 
und so einfach durchgefflhrt werden, daS er auch im Klinikalltag 
und ggf . von angelerntem Personal angewendet werden kann. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgem&S dadurch geldst, dafi der 
Schritt des Extrahierens von Pilz-DNA aus Vollblut die Scnritte 
umfafit: 

a) Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen aus dem Vollblut; 
und 

b) Extraktion von DNA aus den isolierten Pilzzellen. 

Die der Erf indung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese Weise 
vollkommen gel6st. Das neue Verfahren bes tent jetzt sozusagen 
aus zwei Stufen, wobei in der ersten Stufe Pilzzellen aus dem 
Vollblut isoliert werden und dann in der zweiten Stufe die DNA 
aus diesen isolierten Pilzzellen extrahiert wird, um mit Hilfe 
dieser extrahierten DNA dann Pilzinfektionen nachweisen und 
ggf. spezif izieren zu konnen. Dieses zweistufige Verfahren erhoht 
vor allem die Spezif itat, da ggf. stSrende, anderweitige DNA 
in dem zweiten Verfahrensschritt nur noch in geringem Mafie 
vorhanden ist. 
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Dabei ist es dann bevorzugt, wenn das Verfahren folgende 
Verfahrensschritte utnfaSt: 

al) Auf schliefien der im Vollblut befindlichen Blutzellen; 

a2) Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen von zellularer 
DNA; 

bl) Auf schliefien der isolierten Pilzzellen; und 
b2) Isolation der Pilz-DNA. 

Auf diese Weise wird eine sehr schnelle und sichere Trennung 
der Pilz-DNA von zellularer DNA erreicht. Durch den Aufschlufi 
der im Vollblut befindlichen Blutzellen wird nSmlich in dieser 
Ausgangslosung die zellulare DNA freigesetzt, woraufhin dann 
die durch das bisherige Auf schlufiverf ahren noch nicht oder 
zuraindest noch nicht vollstandig aufgeschlossenen Pilzzellen 
durch schnelle und einfache Verfahren, wie z.B. eine Zentri- 
fugation von der freien zellul&ren DNA getrennt werden konnen. 
Bei dem daraufhin folgenden Aufschliefien der so isolierten 
Pilzzellen kann mit grofier Sicherheit davon ausgegangen werden, 
daE sich keine oder nur noch unerhebliche Mengen an zellularer 
DNA in der Losung befindet. Das im Schritt al) durchzufuhrende 
Auf schliefien der Blutzellen iraofi f olglich so erf olgen, dafi die 
Pilzzellen noch nicht lysiert werden. Da die Pilzzellwand 
deutlich komplexer ist als die Zellwand von Blutzellen, kann 
dies durch geeignete vorsichtige Auf schlufiverf ahren sicherge- 
stellt werden. 

Der Verfahrensschritt al) hat jedoch noch einen weiteren Vofteil, 
durch ihn werden namlich ggf . phagozytierte Pilzzellen wieder 
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freigesetzt, so daS insbesondere fur die Diagnostik auch noch 
sehr geringe Mengen von Pilzen in dem vorliegenden Vollblut 
extrahiert werden konnen. Bei dem neuen Verfahren ist es namlich 
nicht mebx erforderlich, dafi zumindest einige Pilzzellen in 
dem Vollblut frei in LSsung sind, es reicht v611ig aus, wenn 
einige wenige Pilzzellen nach Phagozytose z.b. in Granulozyten 
Oder Makrophagen vorliegen. 

Dabei ist es insbesondere bevorzugt, wenn ira Schritt a) folgende 
Schritte durchgefuhrt werden: 

al.l) Lysis der roten Blutk6rperchen durch osmotische 
Hamolyse,- 

al.2) enzymatisches Auf schlieSen der weifien Blutkorperchen; 
und 

a2.l) Zentrifugation des so behandelten Vollblut es und 
Verwendung des Pellet in den nachsten Verfahrens- 
schritten. 

Hier ist von Vorteil, daS in den Schritten al.l) und al.2) zwar 
zuverlassig die Blutzellen aufgeschlossen werden, die Pilzzellen 
selbst jedoch noch nicht beschadigt sind. Durch die folgende 
Zentrifugation ist dann eine sehr sichere Trennung zwischen 
der inzwischen f reigesetzten zellularen DNA der Blutzellen und 
Zellbruchstucken der Blutzellen einerseits sowie noch uberwiegend 
intakten Pilzzellen andererseits moglich. Auf diese Weise wird 
auEerdem sichergestellt, dafi keine Pilz-DNA verlorengeht , da 
diese noch in den im Pellet zu findenden Pilzzellen vorhanden 
ist. Zusatnmengefafit liegen die Vorteile der obigen Schritte 
also darin, dafi zum einen auch geringste Konzentrationen von 
Pilzzellen erfafit werden und dafi zum anderen die isolierte Pilz- 
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DNA allenfalls gering mit zellularer DNA verunreinigt ist, so 
daS eine hohe Sensitivitat und Spezif itat bei den nachfolgenden 
diagnostischen Schritten moglich ist, da das Verhaltnis von 
Pilz- zu zellularer DNA zugunsten der Pilz-DNA deutlich ver- 
bessert wurde. 

In einer Weiterbildung ist es dann bevorzugt, wenn im Schritt 
b) folgende Schritte durchgefuhrt werden: 

bl.l) alkalisches Lysieren und enzymatische Behandlung der 
Pilzzellen. 

Es hat sich herausgestellt, dafi durch diese einfachen Verfahrens- 
schritte ein sicheres Aufschliefien der Pilzzellen moglich ist, 
die aus dem Pellet des Verfahrensschrittes a2.1) wieder aufgenorn- 
men wurden. 

Weiterhin ist es bevorzugt, wenn im Schritt al.l) die Lysis 
der roten Blutkorperchen mit Hilfe einer hypotonen Losung 
erfolgt, vorzugsweise mit einer Eiidkonzentration von ca. 10 
mM Tris pH 7,6, 5 mM MgCl 2 und 10 mM NaCl, tind wenn im Schritt 
al*2) das enzymatische Aufschliefien der weifien Blutkorperchen 
iri einer L6sung mit einer Endkonzentration von 200 /ig/ml 
Proteinase K, 10 mM Tris pH 7,6, 10 mM EDTA pH 8,0, 50 mM NaCl 
und 0,2 % SDS erfolgt. 

In einer Weiterbildung wird die Losung aus Schritt al.2) fur 
100-140 min, vorzugsweise 120 min bei 60-70°C, vorzugsweise 
bei 65 °C inkubiert. 

Es wurde gefunden, dafi auf diese Weise die Blutzellen zuverlSssig 
und vollst&ndig auf geschlossen werden kdnnen, wobei eine 
BeschSdigung der Pilzzellen vermieden wird, so dafi nach diesen 
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Verfahrensschritten sowohl die in dem Ausgangsblut f rei in Ldsung 
bef indlichen als auch die phagozytierten Pilzzellen relativ 
unbeschadigt vorliegen und abzentrifugiert werden konnen, ohne 
ihre DNA dabei zu verlieren. 

Perner ist es bevorzugt, wenn der Schritt bl.l) die folgenden 
Schritte ximfafit: 

Inkubieren der im Pellet aus Schritt a2.1) bef indlichen 
Pilzzellen bei 90-98°C, vorzugsweise 95°C fir 5-15 min, 
vorzugsweise 10 min, in einer Losung mit 50 mM NaOH, 
Neutralisation mit 1 M Tris-HCl pH 7,0, 
Enzymatische Behandlung mit Zymolyase fur 50-70 min, vor- 
zugsweise ^0 min bei 30-40°C, vorzugsweise 37»C, 
Proteindenaturierung durch Inkubation mit Tris/EDTA bei 
60-70'C, vorzugsweise 65<»C, fur 10-30 min, vorzugsweise 
20 min. 

Es wurde gefunden, dag durch diese Verfahrensschritte ein 
sicheres Auf schliefien der Pilzzellen mit daraufhin erfolgender 
vollstandiger Freigabe der Pilz-DNA moglich ist, so daS die 
Pilz-DNA nunmehr frei in Losung ist und von den Zellbruchstucken 
der 'Pilzzellen isoliert werden kann. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn in dies em Zusammenhang der Schritt 
b2) folgende Schritte umfaSt: 

Proteinprazipitation mit 5 M Kaliumazetat, und 
DNA-Prazipitation des fibers tandes in eiskaltem Isopropanol. 

Diese Verfahrensschritte sind sehr einfach durchzufuhren, 
zunachst wird durch Zugabe von Kaliumazetat das Protein heraus- 
gefallt, dann der uberstand abgenommen und mit eiskaltem 
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Isoprqpanol versetzt, so daS die DNA ausfallt. Diese ausgefallene 
DNA kann dann fur die weiteren Verfahrensschritte herangezogen 
werden, also zum Nachweis und zur Identif izierung einer Pilz- 
infektion dienen. 

Bei dem insoweit beschriebenen Verf ahren ist also zusammengefafit 
als erstes von Vorteil, daS die Pilzspezies sozusagen an Hand 
ihrer DNA allgemein nachgewiesen und dann speziell identif iziert 
werden kann. Die Pilz-DNA wird dabei nicht direkt aus dem 
Vollblut extrahiert, sondern zun&chst erfolgt eine Trennung 
der Pilzzellen von zellularer DNA, urn die Sensitivitat und 
Spezifitat des Nachweises zu erhohen. Mit anderen Worten, wenn 
nur sehr wenige Pilzzellen in dem Vollblut vorhanden sind, so 
k6nnte die daraus extrahierte sehr geringe Pilz-DNA-Menge ggf . 
vor den Hintergrund der in sehr hoher Konzentration vorliegenden 
zellularen DNA nicht nachgewiesen werden, so daS die erwahnte 
Trennung hier grofie Vorteile bezuglich der Sensitivitat bringt. 

Ein weiterer Vorteil bei detri neuen Verf ahren liegt darin, dafi 
auch phagozytierte Pilzzellen fur den Nachweis zur Verfugung 
stehen, da zunachst die Blutzellen des Vollblutes aufgeschlossen 
werden, ohne dafi dabei die Pilzzellen, seien sie frei in Losung 
Oder in phagozytiertem Zustand, beschadigt werden. Erst nach 
Ab trennung der Pilzzellen von der zellularen DNA und den 
verbleibenden Zelltrummern der Blutzellen werden dann die 
Pilzzellen aufgeschlossen. Das hierzu verwendete Verf ahren ist 
in der Lage, trotz der sehr komplexen Pilzzellwande fur einen 
vollstandigen AufschluS zu sorgen, ohne daS dabei die Pilz-DNA 
zerstort wird. 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist ebenf alls ein Kit 
zur Durchf uhnuig des oben beschriebenen Verf ahrens . Bin der- 
artiges Kit kann eine Zusammenstellung samtlicher Stamml&siingen 
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enthalten, wie sie fur die genannten Verfahrensschritte im 
einzelnen benotigt werden. Es ist jedoch auch mdglich, in diesem 
Kit nur die nicht ublicherweise in einem Labor vorratigen 
Stammlosungen vorzusehen, so daS bspw. auf die Tris -Puffer etc. 
verzichtet werden kann, aber zuraindest die Proteinase K und 
die Zymolyase in dera Kit vorhanden sind. 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist auch isoliert Oder 
in Verbindung mit dem oben beschriebenen ersten Verfahrens- 
abschnitt der zweite Verf ahrensabschnitt , also der Nachweis 
der extrahierten Pilz-DNA. Die nachzuweisende Pilz-DNA wird 
dabei vorteilhafterweise so extrahiert bzw. isoliert, wie es 
oben beschrieben ist. Es ist jedoch auch moglich, die Pilz-DNA 
z. B. durch geeignete Dichtegradienten-Zentrifugation, spezi- 
fische Pallungsschritte mit DNA-Sonden etc. zu gewinnen. 

In all diesen Fallen ist der Nachweis wunschenswert , ob in der 
nun vorliegenden Ausgangslosung fur die weitere Verwendung auch 
tatsachlich Pilz-DNA enthalten ist. 

Die Pilz-DNA wird zwar vorteilhaf t zum Zwecke der Diagnostik 
von Pilzinfektionen herangezogen, sie kann jedoch auch ander- 
weit'ig weiterverarbeitet werden. Die Pilz-DNA kann dafur uber 
Agarplatten Oder aus dem Blut von Tieren gewonnen werden, die 
speziell rait den interessierenden Pilzspezies inf iziert wurden. 
Aus der so gewonnenen Pilz-DNA konnen z. B. DNA-Sonden heraus- 
geschnitten werden, die fur Nachweisreaktionen verwendet oder 
in Plasmide eingebaut werden konnen. Es sind dabei Anwendungen 
im ganzen Bereich der Grundlagenforschung, Diagnostik, 
Therapeutik, industriellen Gentechnologie etc. denkbar. 

Durch den neuen Nachweisschritt sollen dabei in einem einzigen 
Verfahren moglichst viele verschiedene Pilzspezies auch bei 
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sehr geringer Konzent ration in der Ausgangslosung erf a£t werden 
k6nnen, so dafi z. B. im Rahmen der Diagnostik sehr schnell und 
sehr frOhzeitig eine Aussage moglich ist, ob uberhaupt eine 
Pilzinfektion vorliegt. Das neue Verfahren soil daruber hinaus 
schnell und so einfach durchzufuhren sein, daS es auch im 
Klinikalltag angewendet und ggf. von angelerntem Personal 
durchgeftihrt werden kann. 

Erfindungsgem§£ wird diese Aufgabe dadurch geldst, daS der 
Schritt des Nachweisens der extrahierten Pilz-DNA die folgenden 
Schritte utnfafit: 

c) Amplifikation zumindest eines Segmentes der isolierten 
Pilz-DNA; und 

d) ggf . Nachweis der Amplif ikationsprodukte. 

Es stehen eine ganze Reihe auch standardmafiig verfugbarer 
Verfahren bereit , mit denen auch geringe Mengen einer isolierten 
DNA zunachst hochverstarkt und dann nachgewiesen werden k6nnen. 
Diese Verfahren sind hochspezifisch und sehr sensitiv, so daS 
sie die gewOnschten Eigenschaften fur Diagnostik, Therapeutik, 
industrielle Gentechnologie etc. mit sich bringen. Dariiber hinaus 
sind diese Verfahren auch ggf. von angelerntem Personal durchzu- 
fuhren. 

Die Amplifikation kann dabei mittels PCR, Klonierung, DNA- 
abhangigen DNA-Polymerasen etc. erfolgen, wobei der Nachweis 
tiber Gelelektrophorese, qptische Dichte, Anfarben mit spezifisch 
an Nukleinsfiure bindenden Markern etc. erfolgen kann. 

In einer Weiterbildung erfolgt die Amplifikation dann mittels 
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter Verwendung von zwei 
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Primern, die an die DNA von einer Vielzahl von verschiedenen 
Pilzspezies binden, vorzugsweise an das Pilz-Gen fur die 
18ssu-rRNA. 

Hier ist von Vorteil, daS auf einfache und inzwischen etablierte 
Weise DNA in ausreichender Menge erzeugt werden kann, die dann 
leicht nachzuweisen, aber auch weiterverwendet werden kann 
urn die betreffenden Pilzspezies zu identifizieren. 

Dabei ist es dann bevorzugt, wenn im Schritt c) als Primer die 
Nucleotidsequenzen SEQ id-No : 1 und SEQ id-No: 2 aus dem 
beiliegenden Sequenzprotokoll verwendet werden. 

Der Erfinder der vorliegenden Anmeldung hat namlich uber- 
raschenderweise gefunden, daS diese beiden Nucleotidsequenzen 
als Primer fur die vers chiedens ten Pilzspezies verwendbar sind, 
dxe im Klinikalltag relevant sind. Durch Verwendung dieser beiden 
Prxmer in der PCR-Reaktion werden Verstarkungsprodukte erzeugt, 
die exne Lange von ca. 500 Basenpaaren haben und somit auch 
leicht weiterzuverarbeiten sind, da sie z.B. leicht fiber 
Gelelektrophorese nachgewiesen werden k8nnen. Auf diese Weise 
ergibt sich also ein identisches Nachweisverfahren fur alle 
pathogenen Pilzspezies, da gefunden wurde, dafi die beiden 
Pnmerseguenzen an die verschiedene Pilz-DNA binden. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn die Polymerase-Kettenreaktion mit 
f olgendem Zyklus durchgefuhrt wird: 

cl) Denaturieren fur 0,3-1 min, vorzugsweise fur 0,5 min bei 

90-96°C, vorzugsweise bei 94°C; 
C2) Hybridisieren fur 0,5-1,5 min, vorzugsweise fur 1,0 

bei 58-64°C, vorzugsweise bei 62°C, und 



min 
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c3) Extension fur l f 5-2,5 min # vorzugsweise fur 2,0 min bei 
68-75°C, vorzugsweise bei 72 °C. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn vor Beginn der Zyklusschritte ein 
Denaturierungsschritt von 5-9 min, vorzugsweise von 3 min bei 
90-96°C, vorzugsweise bei 94°C erfolgt. 

Es wurde gefunden, da£ mit den obigen Bedingungen die PCR- 
Reaktion sehr reproduzierbar und vor allem hochspezif isch 
ablauft, so dafi sichergestellt ist, dafi die Amplif ikations- 
produkte auch tats&chlich Segmente der ursprunglichen Pilz-DNA 
sind. 

Weiter ist es bevorzugt, wenn im Schritt d) die Amplif ikations- 
produkte gelelektrophoretisch, vorzugsweise auf einem Agarosegel, 
nachgewiesen werden und dazu vorzugsweise mit Ethidiuihbromid 
angef arbt werden . 

Hier ist von Vorteil, dafi ein bekanntes \ind gut etabliertes 
Nachweisverf ahren verwendet wird, urn auf zeigen zu konnen, da£ 
bei der PCR-Reaktion tatsachlich Anplif ikationsprodukte ents tan- 
den sind, die auf eine Pilzinfektion hinweisen. 

Weiter ist es dann bevorzugt, wenn eine DNA-Seguenz aus dem 
Pilz-Gen fur die 18ssu-rRNA amplif iziert wird. 

Der Erfinder der vorliegenden Anmeldung hat n^mlich erkannt, 
dafi dieses Pilz-Gen bei den verschiedenen Pilz-Stammen und 
-Gattungen ein derartiges Sequenzsegment aufweist, das einerseits 
von zwei Bindungsregionen fur Primer flankiert wird, die fur 
alle Pilz-St§mme und -Gattungen identisch sind, dafi aber 
andererseits die Seguenz dieses Segmentes fur die verschiedenen 
Pilz-Stamme iind -Gattungen so verschieden ist, dafi sie zum 
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Nachweis der einzelnen Pilzspezies und -Gattungen verwenden 
werden kann. 

Die Erfindung betrifft ferner die Nucleotidsequenzen SEQ ID-No- 1 
und SEQ ID-No : 2 aus dem beigefugten Sequenzprotokoll . Dabei 
ist es bevorzugt, wenn diese Nucleotidsequenzen zum Amplifizieren 
ernes Segmentes von Pilz-DNA verwendet werden. 

Die Erfindung betrifft ferner einen Kit zum Nachweisen von Pilz- 
DNA in einer Untersuchungslosung, wobei dieser Kit an die DNA 
von einer Vielzahl von Pilzspezies bindende Primer fur eine 
Polymerase-Kettenreaktion enthalt. Vorzugsweise enthalt dieser 
Kit als Primer die Nucleotidsequenzen SEQ ID-No: 1 und SEQ 
ID-No: 2 aus dem Sequenzprotokoll. 

Die Erfindung betrifft ferner einen Kit zur Durchfuhrung des 
oben erwahnten Verfahrens. 

Bei einem derartigen Kit ist von Vorteil, daS samtliche erforder- 
Ixchen LSsungen und insbesondere die erforderlichen Primer 
zusammengestellt werden, so dafi sie fur Routineverfahren 
verwendet werden k6nnen. So ist es zum Beispiel im Laboralltag 
"figlxch, auf diese neuen Kits zuruckzugreif en, urn in vorliegenden 
Dntersuchungsiasungen Pilzspezies fibernaupt nachweisen zu konnen 
Ferner kann dieser Kit dazu verwendet werden, bestimmte Segmente 
der nachgewiesenen Pilzspezies hochzuverstarken, die dann bspw 
fur weitere Identifizierungsverfahren verwendet werden k6nnen. 

Gemafi der vorliegenden Anmeldung ist auch isoliert oder zusammen 
mit den oben beschriebenen Verf ahrensabschnitten 1 und 2 der 
drxtte Verfahrensabschnitt, also die Bestimmung der Pilzspezies 
anhand der extrahierten und bereits nachgewiesenen Pilz-DNA 
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Die Bestimmung der Pilzspezies soil dabei insbesondere fur die 
Diagnostik schnell und so einfach durchzufuhren sein # dafi sie 
auch im Klinikalltag und ggf . von angelerntem Personal durchge- 
fuhrt werden kann. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemSfi dadurch gelost, daS folgender 
zusatzlicher Schritt durchgefuhrt wird: 

e) Bestittmen von fur die Pilzspezies kennzeichnenden Nucleotid- 
sequenzabschnitten der in der Untersuchungslosung enthal- 
tenen DNA. 

Da das Naichweisverfahren auf DNA-Ebene durchgefuhrt wird, ist 
es vollig ausreichend, wenn bestitnmte Segmente der Pilz-DNA 
bestimmt werden, sofern diese Segmente fur die Pilzspezies 
jeweils spezifisch ist. Dabei kann auf Standardverf ahren 
zuruckgegrif fen werden, indem zumindest teilweise die Aitplifika- 
tionsprodukte sequenziert Oder ansequenziert werden, das 
Schmelzverhalten der DoppelstrSnge untersucht wird, etc, 

Diese Verfahren sind in der Regel so schnell und einfach 
durchzufuhren, dafi sie auch von angelerntem Personal vorgenommen 
werden konnen. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn im Schritt e) die Pilz-DNA oder 
Segmente der Pilz-DNA mit DNA-Sonden hybridisiert werden, die 
fur bestitnmte Pilzstatnme und/oder -spezies spezifisch sind, 
wobei der Test der erfolgten Hybridisierung damit zur Iden- 
tifizierung der Pilzspezies fuhrt. 
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Hier 1st von Vorteil, daS ein sehr schnell und einfach durchzu- 
fuhrendes Hybridisierungsverf ahren zum Nachweis verwendet wird. 
Hier werden spezifische Sonden eingesetzt, die fur die jeweiligen 
Pilzspezies spezif isch sind, so daS sie ausschlieSlich an die 
amplifizierten Segraente dieser Pilzspezies binden. Derartige 
Verf ahren lassen sich z.B. auf Gelen durchfuhren, wobei die 
Hybride dann durch Anfarben kenntlich geraacht werden. Bin 
weiteres Verfahren besteht darin, die optisch unterschiedlichen 
Verhaltensweisen von Einzelstrangen und doppelstrangigen 
Regionen, z.B. in der optischen Dichte, im Dichroismus oder 
ahnlichem auszunutzen. 

Weiter ist es bevorzugt, wenn zum Testen der erfolgten 
Hybridisierung die Sonden mit Digoxigenin markiert und die 
Hybride z.B. nach der Southern Blot-Methode nachgewiesen werden. 

Durch diesen Schritt vereinfacht sich das Verfahren noch einmal 
die Sonden selbst sind bereits mit dem entsprechenden Marker 
versehen, der mit einem bekannten Verfahren nach der 
Hybridisierung durch eine vorteilhaf terweise sogar visuell zu 
erkennende Farbstof freaktion die Hybridbildung anzeigt. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn als DNA-Sonden eine Oder mehrere 
der Nucleotidsequenzen SEQ ID-No: 3 bis SEQ ID-No : 8 aus dem 
beiliegenden Sequenzprotokoll verwendet werden, wobei die DNA- 
Sonden vorzugsweise seguentiell nacheinander in der Reihenf olge 
SEQ ID-No: 3, SEQ ID-NO: 8, SEQ ID-No: 6, SEQ ID-No: 7, SEQ 
ID-No: 4 und SEQ ID-No: 5 eingesetzt werden und jeweils die 
Hybridisierung getestet wird. 

Durch dieses sequentielle Hybridisieren konnen die einzelnen 
Pilzspezies in der Reihenf olge ihrer Hauf igkeit getestet werden, 
so daS sich das Nachweisverf ahren deutlich beschleunigen last. 
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Die Erf indung betrif f t f erner eine der Nucleotidsequenzen SEQ 
ID-No : 3 - SEQ ID-No : 8 aus dem beiliegenden Sequenzprotokoll. 

Die Erf indung betrif ft f erner eine Verwendung einer oder mehrerer 
dieser Nucleotidsequenzen als DNA-Sonde zum Identifizieren von 
Pilzspezies. 

Hier ist von Vorteil, daS durch die 6 angegebenen Nucleotid- 
sequenzen spezifisch samtliche klinisch interessierenden 
Pilzspezies voneinander unterschieden werden k&nnen. 

Die Nucleotidsequenz SEQ ID-No: 3 dient dabei zum Nachweis der 
Pilzspezies Candida albicans, SEQ ID-No : 4 zum Nachweis von 
Candida glabrata, SEQ ID-No : 5 zum Nachweis von Candida krusei, 
SEQ ID-No : 6 zum Nachweis von Candida tropicalis, SEQ ID-No : 7 
zum Nachweis von Candida parapsilosis und SEQ ID-No: 8 zum 
Nachweis von Pilzspezies der Gattung Aspergillus, wobei ins- 
besondere A. fumigatus, A. flavus, A. versiculor, A. niger, 
A. nidulans und A. terreus nachgewiesen werden. 

Die Erf indung betrif ft f erner einen Kit zum Identifizieren von 
Pilzspezies, der an spezifische Nucleotidsequenzabschnitte der 
DNA'der jeweiligen Pilzspezies hybridisierende DNA-Sonden 
enthcilt. Vorzugsweise enthSlt der Kit als DNA-Sonden eine Oder 
mehrere der Nucleotidsequenzen SEQ ID-No : 3 - SEQ ID-No : 8 aus 
dem Sequenzprotokoll. 

Ferner betrif ft die Erf indung einen Kit zur Durchfuhrung des 
gesamten oben genannten Verfahrens. 

Hier ist von Vorteil, dafi ein derartiger Kit entweder nur mit 
den DNA-Sonden oder aber zusStzlich mit weiter erforderlichen 
Losungen bereitgestellt werden kann, so dafi im Laboralltag 
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samtliche erf orderlichen Stamral&sungen etc . direkt aus diesem 
Kit genommen werden konnen. Dadurch vereinfacht sich der 
Nachweis, bzw. die Ideritifizierung der jeweiligen Pilzspezies 
erheblich, da die einzelnen Stammlosungen nicht mehr gesondert 
im Labor hergestellt werden mussen. Es kann aber auch mfiglich 
sein, in diesen Kit nur die Sonden und ggf. die Primer und 
Enzyme/Stammlosungen fur die Polymerase-Kettenreaktion 
aufzunehmen, so daS im ubrigen auf standardmaSig vorhandene 
Stammlosungen zuruckgegrif fen wird. 

Bin die oben im einzelnen beschriebenen Verf ahrensschritte in 
vorteilhafter Weise zusammenfassendes Verfahren zum Nachweisen 
von Pilzzellen in Vollblut iimfaSt die Schritte: 

Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen aus dem Vollblut, 

Extrahieren von DNA aus den isolierten Pilzzellen, 

Amplif ikation zumindest eines Segmentes der extrcdiierten 
Pilz-DNA, vorzugsweise zumindest eines Segmentes des Pilz- 
Gens fur die 18ssu-rRNA, 

Nachweis der Amplifikationsprodukte in Form einer Ja/Nein- 
Entscheidung, und 

Zuordnung der Amplifikationsprodukte zu einzelnen Pilz- 
Spezies durch Hybridisierung mit DNA-Sonden, die fur 
bestiramte Pilzstamme und/oder -spezies spezifisch sind. 

Ein grofier Vorteil dieses zusammengefafiten Verfahrens liegt 
darin, dafi nur ein Amplifikationsschritt erforderlich ist, durch 
den ein Segment der Pilz-DNA, vorzugsweise ein Segment des Pilz- 
Gens fur die 18ssu-rRNA derart hochverstarkt wird, daS diese 
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Amplif ikationsprodukte sowohl fur die JA/Nein-Entscheidung als 
auch fur die Bestimraung der Pilz-Spezies herangezogen werden 
konnen. Der Erfinder der vorliegenden Anmeldung hat n&mlich 
erkannt, daS das Pilz-Gen fur die 18ssu-rRNA einerseits zumindest 
abschnittweise durch zwei Primer flankiert werden kann, die 
fur alle interessierenden Pilz-Spezies identisch sind, w&hrend 
das Amplikon andererseits fur die verschiedenen Pilz-Spezies 
unterschiedlich ist, so dafi es rait verschiedenen Sonden hybri- 
disiert werden kann, die fur die Pilz-Spezies kennzeichnend 
sind. 

Mit anderen Worten, ein einziger Araplif ikationsschritt reicht 
aus, um sowohl die Frage beantworten zu kSnnen, ob ilberhaupt 
eine Pilz-Infektion vorliegt, als auch die Frage, um welche 
Pilz-Spezies es sich handelt. Dieses Verf ahren ist sorait extrem 
einfach und leicht durchzufuhren, Spezialkenntnisse sind nicht 
erf orderlich, so daS auch angelerntes Personal eingesetzt werden 
kann. 

Weitere Vorteile ergeben sich aus der nachstehenden Beschreibung. 

Bs versteht sich, dafi die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erl&uternden Merkmale nicht nur in den jeweils 
angegebenen Kombinationen, sondem auch in anderen Kombinationen 
Oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Beispiele fur die Durchfuhrung der einzelnen Verf ahrensschritte 
sowie die Anwendung des Verfahrens im Rahmen eines klinischen 
Untersuchungsprograrames sind in der folgenden Beschreibung 
angegeben. 
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Ein besonderer Vorteil des neuen Verfahrens liegt darin, daS 
es nit Vollblut durchgefuhrt wird, dafi also z.B. keine Biopsie 
erforderlich ist oder noch herzustellendes Serum verwendet wird. 
Mit dem Vollblut wird zunachst eine Trennung der Pilzzellen 
von zellularer dna vorgenommen. Dies ist erforderlich, darait 
die ggf . nur in geringer Menge vorliegende Pilz-DNA nicht vor 
dem Hintergrund der in sehr viel hdherer Konzentration vorhan- 
denen zellularen DNA nachgewiesen werden mufi. Dadurch wird also 
die Spezifitat des Nachweisverfahrens erh6ht. Zu diesem Zweck 
werden als erstes die roten Blutkorperchen durch osmotische 
Hamolyse lysiert und dann die weifien Blutkorperchen enzymatisch 
aufgeschlossen. Diese beiden Verfahrensschritte sind so aus- 
gewahlt, dafi durch sie die Pilzzellen selbst noch nicht 
beschadigt werden und dafi ggf. phagozytierte Pilzzellen 
unbeschadigt wieder freigesetzt werden, so dafi auch sie fur 
den weiteren Nachweis zur Verfugung stehen. 

Beispie] 1> Lysis roter Blutkorperchen durch osmotische 

Hamolyse. 

Die Lysis der roten Blutk6rperchen erfolgt mit Hilfe einer 
hypotonen Lfisung. Dazu wird folgender Puffer mit folgenden 
Endkonzentrationen verwendet: 

Tris pH 7,6 io mM 

MgClj 5 ^ 

NaCl 10 mM 

Die Losung wird fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, und 
danach zentrif ugiert . 

Fur diesen ersten Schritt ist eine Menge von 3 ml Vollblut 
ausreichend. 
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Beispiel 2: Enzymatisches AufschlieSen weiSer 

Blutkorperchen 

Die weifien Blutkorperchen, die ggf . Pilzzellen enthalten, werden 
vorsichtig aufgebrochen, indem die Zellen mit Proteinase K 
(200 /xg/ml) der Pirma Boehringer, Mannheim in folgendem Puffer 
mit den angegebenen Endkonzentrationen enzymatisch angedaut 
werden, in dem das Pellet aus Beispiel 1 aufgenommen wird: 

Tris pH 7,6 
EDTA pH 8,0 
NaCl 
SDS 

Proteinase K 

Dieser Puffer wird fur zwei Stunden bei 65°C inkubiert. 

Beispiel 3 : Trennung uberwiegend intakter Pilzzellen 

vor allem von zellulSrer DNA 

Nachdem wie in den Beispielen 1 und 2 angegeben die Blutzellen 
aufgeschlossen wurden, so dafi die zellulfire DNA freigegeben 
wurde, erfolgt ein Zentrifugationsschritt bei 5000 Dm- 
drehungen/min, der zu einem erheblichen Verlust an zellularer 
DNA fxihrt, die bei dieser Zentrifugationsgeschwindigkeit nicht 
sedimentiert . 

Im Sediment befinden sich jetzt vollstSndig die freien Oder 
freigesetzten Pilzzellen, die fur die weitere Verarbeitung in 
einem Puffer (Aqua bidest) aufgenommen werden.. 



10 mM 
10 mM 
50 mM 
0,2 % 
200 /xg/ml 
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peispiej 4: AufschlieSen der Pilzzellen 

Als nachstes werden die Pilzzellen alkalisch lysiert und 
enzymatisch behandelt, urn die Pilz-DNA freizusetzen. 

Dazu erfolgt zunachst eine Alkalilyse nit 200 ml 50 mM NaOH 
fur 10 min bei 95°C. 

Daraufhin erfolgt ein Neutralisationsschritt mit 1 M Tris-HCl 
pH 7,0. 

Als nachstes werden 500 M i Zymolyase von Sigma (300 ftg/ml) 
zugegeben und die Losung fur 60 min bei 37°C inkubiert, urn die 
Pilzzellen enzymatisch aufzuschlieSen. 

Daraufhin werden 500 fil Tris/EDTA und 50 M l 10%iger SDS Losung 
zugegeben und das Gemisch bei 65-»C fur 20 min inkubiert, um 
das Protein zu denaturieren . 

Peispiel S T Isolation der Pilz-DNA 

In der nunmehr vorliegenden L6sung befinden sich Trummer der 
Pilzzellen sowie freie Pilz-DNA, die nun isoliert werden muB. 

Hierzu erfolgt zunachst eine Proteinprazipitation mit 5 M 
Kaliumazetat, woraufhin der uberstand abgenommen und die DNA 
dann durch Zugabe von eiskaltem Isopropanol ausgefallt wird. 
Dieses Fallungsprodukt wird dann fur die weiteren Verfahrens- 
schritte verwendet. 

Durch die in den Beispielen 1-5 angegebenen Verfahrensschritte 
ist es also moglich, aus Vollblut hoch-selektiv Pilz-DNA zu 
extrahieren, die nun als Prazipitat vorliegt und nur gering 
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tnit zellularer DNA verunreinigt ist, wodurch der jetzt erfolgende 
Nachweis sehr sensitiv und hochspezif isch erfolgen kann. 

Beispiel 6: Amplif ikation eines pilzspezif ischen DNA- 

Segmentes 

In diesem Verfahrensschritt soli zunachst nachgewiesen werden, 
ob in dem Prazipitat aus dem Verfahrensschritt in Beispiel 5 
uberhaupt Pilz-DNA vorhanden ist. Dabei wird ausgenutzt, da£ 
die im Sequenzprotokoll unter SEQ ID-No : 1 und SEQ ID -No: 2 
angegebenen DNA-Sequenzen spezifisch an Bindungsstellen auf 
dem Pilz-Gen fur die 18ssu-rRNA vieler Pilzst&nme und -spezies 
binden. 

Der Erfinder der vorliegenden Anmeldung hat namlich erkannt, 
dafi dieses Pilz-Gen bei den verschiedenen Pilz-Staramen und 
-Gattungen ein derartiges Sequenz segment aufweist, das einerseits 
von zwei Bindungsregionen fur Primer flankiert wird, die fur 
alle Pilz-Stamme und -Gattungen identisch sind, dafi aber 
andererseits die Sequenz dieses Segmentes fur die verschiedenen 
Pilz-Stamme und -Gattungen so verschieden ist, daS sie gleich- 
zeitig zum Nachweis der einzelnen Pilzspezies und -Gattungen 
verwendet werden kann. 

Die DNA-Sequenz SEQ ID-No : 1 bindet dabei an den sense-Strang, 
wahrend die DNA-Sequenz SEQ ID-No : 2 an den anti-sense-Strang 
bindet, wobei der Abstand zwischen den beiden Bindungsstellen 
ca. 500 Basenpacure betragt. Diese beiden DNA-Sequenzen SEQ ID-No: 
1 \ind SEQ ID-No: 2 eignen sich damit als Primer fur eine 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) , in der folglich Verstarkungs- 
produkte (Att^licon) mit einer Lange von ca. 500 Baseripaaren 
erzeugt werden. 

In der nachf olgenden Tabelle 1 ist die Lage der Primer und die 
L^nge des jeweiligen Amplicons angegeben. 
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Tfrbelle l: 

Pilzspezies 

C. albicans 
C. glabrata 
C. krusei 
C. tropicalis 
C. parapsilosis 
A. fumigatus 
A. niger 
A. flavus 
A. terreus 
A. nidulans 



Von Pilz-Pathogenen erhaltene Amplicons 



Bindungsstellen der Primer 
VorwSrts- Primer RQckwarts- Primer 



Ltage des Amplicons 



bp544-563 
bp546-565 
bp535-554 
bp544-563 
bp544-563 
bp544-563 
bp483-502 
bp483-502 
bp481-500 
bp4Bl-500 



bpl033-1014 bp490 

bpl047-1028 bp502 

bpl016-997 bp482 

bpl030-1011 bp487 

bpl033-1014 bp490 

bpl046-1027 bp503 

bp986 - 967 bp503 

bp985 - 966 bp502 

bp984 - 965 bp503 

bp984 - 965 bp503 



Durch diese beiden Primer SEQ ID-No : 1 und SEQ ID-No : 2 lassen 
sich also fur alle relevanten Pilzspezies der Gattungen Candida 
und Aspergillus durch das PCR-Verfahren Amplicons von ca. 500 
Basenpaaren in ausreichender Menge herstellen. 

Die PCR-Bedingungen sind dabei die folgenden: 



Puffer (50 jil) : 
10 mM Tris pH 9,6 
50 mM NaCl 
10 mM MgCl 2 
0,2 mg/ml BSA 
Polymerase 

je 0,5 mM Nukleotide 

je 100 pM Primer 

AnfSngliche Denaturierung : 

Zyklus -Denaturierung : 

Annealing: 

Extension: 

Terminale Extension: 
Zykluszahl: 



3 min bei 94 °C 
0,5 min bei. 94 °C 

1 min bei 62 °C 

2 min bei 72 °C 
5 min bei 72 °C 
34 
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Die hohe Magnesiumkonzentration im Puffer sorgt fur eine hohe 
Spezif itat der Polymerase, die mit 72 °C im Extensions-Schritt 
bei ihrem Temperaturoptitmim arbeiten kann. 

Mit diesen Primern konnten insgesamt 40 Stamme von Candida 
albicans, 10 Stamme von Candida tropicalis, S Stamme von Candida 
parapsilosis, 11 Stamme von Candida glabrata, 8 Stamme von 
Candida krusei, 8 Stamme von Aspergillus fumigatus, 6 Stamme 
von Aspergillus flavus, 5 Stamme von Aspergillus terreus, 
7 Stamme von Aspergillus niger, 5 Stamme von Aspergillus nidulans 
und 3 Stamme von Aspergillus versiculor erfolgreich amplif iziert 
werden. 

Beispiel 7; Nachweis der Amplif ikationsprodukte aus 

Beispiel 6 

Ira nachsten Schritt soli jetzt nachgewiesen werden, ob bei der 
PCR-Reaktion aus Beispiel 6 auch tat sachlich DNA- Segment e mit 
einer Lange von ca. 500 Basenpaaren hochverstarkt wurden. Diese 
Detektion der pilzspezif ischen DNA-Segmente erfolgt durch 
Ethidiiimbromid-Farbung der spezif ischen Bande in einem 2%igen 
Agarose -Gel. 

1st hier die spezif ische Bande zu erkennen, so kann von einer 
Pilzinfektion ausgegangen werden, da die Primer SEQ ID-No: 1 
und SEQ ID-No: 2 an alle bben erwahnten Pilzstamme binden. Sollte 
also durch die Verfahrensschritte aus den Beispielen 1-5 Pilz- 
DNA extrahiert worden sein, so wird sie durch den PCR-Schritt 
des Beispiels 6 so weit hochverstarkt, dafi sie hier durch 
Ethidiumbromid-Farbung nachgewiesen werden kann. 



i 
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^P** 1 * • ■ Zuordnung der toplif ikationsprodukte aus 

Beispiel 6 zu einzelnen Pilzspezies 

T. S k Pe2lfisChe « Jetzt noch erforderlich 

^ - Chritt 7 ^ nacbg^ieeene Pilzinzekbion glut 

1 « S ^T' Hier zei3t 8ich jet2t ein wsit — 

fuz^. , ^ ^ BeiSPlel 6 - °°" «»"• so viel 

verfahren zur Bestzsnung der Pilzspezies mSglich sind. 

Hierzu werden die im Sequenzprotokoll angegebenen Nuoleotid 
aeguenzen SEQ ZD-Ho, 3 bis SEQ XD-No, 8 berlgezogen die \1 
Spezies-spezifische Sondendienen di»nri f . 
des in Beisnloi e mt einem S«iuenzabsc±nitt 

sieren ««ugten DHA-Segmentes spezifiscb hybridi- 

Es wurde gefunden, daS die Sonde SEQ ID-No: 3 »it Candida 

SSSTJ*- ID " NO: 4 mlt canaiaa slabrata ' se ° »*^s 

T^T.^T' SE ° m " N °- 6 nit tropicus, SEQ 

Her^l h * k VerSiculor ' »• niduians und 

ist alT hybn<,1SierSn - Die ^cleotidse^enz SEQ , 
elM »«9^1» AspergiUus-Sonde, wabrend die 
Hucleotzdsequenzen SEQ id-No, 3 - SEQ id-No- 5 pilzZ^T 7 
Gattung Candida voneinander nnterscLidel fc ^en ^ 

» <Ue erfolgte Hybridisierung naehweisen zu konnen, werden 
dze Sondes *i t de. ,*ans £ erase-Ki t der Piz^ Boebringer, 

wo t ^r^ narkiert ' wobei d - * -* ^ s~ 

Blot-verfahren nut der ublicheb Farbreaktion erfolgt. 

Se ^ ^ ° l3t 6ine ^tielle Hybridisierung. 

die nach der Haufigkeit der einzeinen Pilzspezies gesta^ett 
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ist, so dafi zunachst mit SEQ ID-No: 3 (C. albicans), dann mit 
SEQ ID-No: 8 (Aspergillus), SEQ ID-No: 6 (C. tropicalis) , SEQ 
ID-No: 7 (C. parapsilosis) , SEQ ID-No: 4 (C. glabrata) und 
schlieSlich mit SEQ ID-No: 5 (C. krusei) hybridisiert wird. 

Auf diese Weise ist es also moglich, an Hand der im Schritt- 
beispiel 6 erzeugten Amplif ikationsprodukte dtirch sequentielles 
Hybridisieren die Pilzspezies zu identifizieren und anschlieSend 
eine gezielte Therapie einzuleiten. 

Beispiel ?: Nachweis ausgesSter Pilzzellen in Blut 

Mit Hilfe der spezifischen Amplif ikation und sequentiellen 
Hybridisierung gelang es, Pilzspezies mit einer SensitivitSt 
von 1-3 Pilzzellen reproduzierbar nachzuweisen. Durch Aussaat 
von Pilzspezies in Blutproben konnte nachgewiesen werden, dafi 
das obige Verfahren eine Sensitivitat von einer sog. CFU (colony 
forming unit) /ml -Blut erreicht. Diese Nachweisgrenze liegt weit 
unterhalb derjenigen, die bei einer klinisch relevanten Pilzaus- 
saat in Blut erwartet werden kann. 

Beispiel 10 ! Klinisches Untersuchungsprogramm 

In einem groS angelegten klinischen Untersuchungspr ogi amm konnte 
eine hohe Spezif itat des neuen Verf ahrens bei der Analyse von 
165 Blutproben von 65 gesunden Probanden gezeigt werden, Alle 
165 Blutproben sind negativ geblieben. 

94 iimminsupprimierte Patenten mit unklarem Fieber wurden 
daraufhin auf die Prasenz einer Pilzinfektion xintersucht. Von 
69 Patienten, bei denen keine invasive Pilzinfektion vorlag, 
waren weit uber 200 Blutproben (bis auf eine Ausnahme) ebenfalls 
negativ . 
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Dagegen konnten alia 25 .Patienten mit invasiver Pilzinfektion 
bereits innerhalb der ersten Woche als positiv identifiziert 
werden. Bei alien Patienten gelang daruber hinaus die Zuordnung 
zu dem verursachenden Pilzerreger. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



ALLGEMEINE ANGABEN: 
ANMELDER: 

NAME: Eberhard-Karls-Universitat Tubingen, 

Uni vers i tat ski inikum 
STRASSE: Geissweg 3 
ORT : Tubingen 
LAND: Deutschland 
POSTLEITZAHL : 72076 
TELEFON: 07071-29-1 
TELEFAX: 07071-293966 

BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Extraktion von Pilzzellen-DNA 

ANZAHL DER SEQUENZEN: 8 

COMPUTERLESBARE FAS SUNG: 
DATENTRAGER: (folgt) 
COMPUTER: 
BETRIEBS SYSTEM : 
SOFTWARE: 

DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG: 
ANWALTS AKTE : 5402P102 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO:l: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 

LANGE: 20 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH: JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 1: 



ATTGGAGGGC AAGTCTGGTG 



20 
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ANGABEN ZU SEQ ID-NO:2: 

SEQUENZCHARAKTERI STIKA : 
IANGE: 20 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGPORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH: JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID-NO: 2: 
CCGATCCCTA GTCGGCATAG 2 0 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 3: 

SEQUENZCHARAKTERI STIKA : 
LANGE: 30 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH : JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 3: 
TCTGGGTAGC CATTTATGGC GAACCAGGAC 30 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO :4: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 30 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGPORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH: JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO :4: 
TTCTGGCTAA CCCCAAGTCC TTGTGGCTTG 3 0 
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ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 5: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 30 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH: JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 5: 
GTCTTTCCTT CTGGCTAGCC TCGGGCGAAC 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 6: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 30 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH: JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 6: 
GTTGGCCGGT CCATCTTTCT GATGCGTACT 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 7: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 30 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH: JA 

. SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 7: 

TTTCCTTCTG GCTAGCCTTT TTGGCGAACC 
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ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 8: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 30 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM : Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH : JA 

SEQUENZBES CHREIBUNG : SEQ ID-NO : 8 : 
CATGGCCTTC ACTGGCTGTG GGGGGAACCA 30 
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P^tQfttanspritafte 

1. Verfahren zum Nachweiseil von Pilzzellen in klinischem 
Material, gekennzeichnet durch die Schritte: 

1) Extrahieren von Pilz-DNA aus Vollblut; und 

2) Nachweisen der extrahierten Pilz-DNA, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch den 
zusatzlich oder an Stelle des Schrittes 2) durchzufuhrenden 
Schritt 

3) Bestimmen der Pilz-Spezies aus der extrahierten 
DNA. 

3. Verfahren zum Extrahieren von Pilz-DNA aus Vollblut, 
vorzugsweise durchzufuhren im Zusammenhang rait dan Verfahren 
nach einem der AnsprGche 1 oder 2, gekennzeichnet durch 
die Schritte: 

a) Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen aus 
dem Vollblut; und 

b) Extrahieren von DNA aus den isolierten Pilz- 
zellen. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da£ 
es die Schritte umfaSt: 

al) Auf schlieEen der im Vollblut bef indlichen Blut- 

zellen; 

a2) Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen von 

zellul&rer DNA; 
bl) AufschlieSen der isolierten Pilzzellen; und 

b2) Isolation der Pilz-DNA, 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Schritt a) die Schritte umfaSt: 

al.l) Lysis der roten Blutkorperchen durch osmotische 
H&nolyse ; 
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al . 2 ) enzymatisches Auf schlieSen der weifien Blutkorper- 
chen; und 

a2.i) Zentrifugation des so behandelten Vollblutes 
und Verwendung des Pellet in den nachsten Verfah- 
rensschritten. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 3-5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der Schritt bl) den Schritt umfafit: 
bl.l) Alkalisches Lysieren und enzymatische Behandlung 

der Pilzzellen. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, 
dafi im Schritt al.lj die Lysis der roten BlutJc6rperchen 
mit Hilfe einer hypotonen L6sung und einem Detergenz 
erfolgt, vorzugsweise mit einer Endkohzentration von 
10 raM Tris pH 7,6, 5 mM MgCl 2 und 10 mM NaCl. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 5-7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi im Schritt al.2) das enzymatische Aufschliefien 
der weifien Blutk6rperchen in einer L6sung mit einer 
Endkonzentration von 200 ng/ml Proteinase K, 10 mM Tris 
pH 7,6, 10 mM EDTA pH 8,0, 50 raM NaCl und 0,2 % SDS erfolgt. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Losung fur 100 - 140 min, vorzugsweise 120 min bei 
60 -70 "C, vorzugsweise bei 65°C inkubiert wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 5-9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Schritt bl.l) folgende Schritte umfafit: 

Inkubieren der im Pellet aus Schritt a2.1) befind- 
lichen Pilzzellen bei 90-98°C, vorzugsweise 95 °C fur 
5-15 min, vorzugsweise 10 min, in einer L6sung mit 
50 mM NaOH, 
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Neutralisation mit 1 M Tris-HCl pH 7,0, 
enzymatische Behandlung mit Zytnolyase fur 50-70 tnin, 
vorzugsweise 60 tnin bei 30-40°C, vorzugsweise 37°C, 
Proteindenatuxierung durch Inkubation mit Tris/EDTA 
bei 60-70°C, vorzugsweise 65°C fur 10-30 min, vorzugs- 
weise 20 min* 

11 . Verf ahren nach einem der Anspruche 5 - 10 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Schritt b2) folgende Schritte umfafit: 
Proteinprazipitation mit 5 M Kaliumazetat, und 
DNA-Prazipitation des Uberstandes in eiskaltem 
Isopropanol . 

12 . Kit zur Durchfuhrung des Verf ahrens nach einem der Anspruche 

1 - Il- 
ls. Kit nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daS er 

Proteinase K und Zymolyase enthalt. 

14. Verf ahren zum Nachweisen von Pilz-DNA in einer Unter- 
suchungslosring, vorzugsweise durchzufuhren im Zusammenhang 
mit dem Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 

" gekennzeichnet durch die Schritte: 

c) Amplifikation zumindest eines Segmentes der nach- 
zuweisenden Pilz-DNA; und 

d) ggf . Nachweis der Amplif ikationsprodukte . 

15. Verf ahren nach Anspruch 14 f dadurch gekennzeichnet, dafi 
im Schritt c) eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit 
der Untersuchungslosung durchgefuhrt wird c wobei an die 
DNA von einer Vielzahl von Pilzspezies bintiende Primer 
verwendet werden. 

16. Verf ahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, da£ 
im Schritt c) als Primer an das Pilz-Gen fur die 18ssu-rRNA 
bindende Nucleotidsequenzen verwendet werden. 
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17. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafi 
im Schritt c) als Primer die Nucleotidsequenzen SEQ ID-No : 1 
und SEQ ID-No : 2 aus dem beiliegenden Sequenzprotokoll 
verwendet werden. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Polymerase-Kettenreaktion mit 
folgendem Zyklus durchgefuhrt wird: 

cl) Denaturieren fur 0,3-1 min, vorzugsweise fur 0,5 min 

bei 90-96°C, vorzugsweise bei 94 °C; 
c2) Hybridisieren fur 0,5-1,5 min, vorzugsweise fur 

1,0 min bei 58-64°C, vorzugsweise bei 62 °C; und 
c3) Extension fur 1,5-2,5 min, vorzugsweise fur 2,0 min 

bei 68-75°C, vorzugsweise bei 72°C. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daS 
vor Beginn der Zyklusschritte ein Denaturierungsschritt 
von 5-9 min, vorzugsweise von 3 min bei 90-96°C, vorzugs- 
weise bei 94 °C erfolgt. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 14-19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS im Schritt d) die Amplifikationsprodukte 
gelelektrophoretisch, vorzugsweise auf einem Agarosegel, 
nachgewiesen und dazu vorzugsweise mit Ethidiumbromid 
eingefarbt werden. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 14 - 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS eine DNA-Sequenz aus dem Pilz-Gen fur die 
18ssu-rRNA amplifiziert wird. 

22. Nucleotidseguenz SEQ ID-No : 1 aus dem beiliegenden Sequenz- 
protokoll. 

23. Nucleotidsequenz SEQ ID-No : 2 aus dem beiliegenden Sequenz- 
protokoll. 
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24 . Verwendung der Nucleotidsequenzen nach Anspruch 22 und/oder 
Anspruch 23 zum Ampiifizieren eines Segmentes von Pilz-DNA. 

25 . Verwendung der Nucleotidsequenzen nach Anspruch 22 und/oder 
Anspruch 23 als Primer bei einem Verfahren nach einem der 
Anspruche 14 - 21. 

26* Kit zum Nachweisen von Pilz-DNA in einer Untersuchungs- 
Idsung, dadurch gekennzeichnet, daft er an die DNA von einer 
Vielzahl von Pilzspezies bindende Primer fiir eine 
Polymerase-Kettenreaktion enth&lt. 

27 . Kit nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet , dafi er als 
Primer die Nucleotidsequenzen aus Anspruch 21 und/oder 
Anspruch 22 enthait. 

28 . Kit zur Durchfuhxung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
1-21. 

29. Verfahren zum Identifizieren von Pilzspezies, vorzugsweise 
durchzuf uhren im Zusammenhang mit dem Verfahren nach einem 
der Anspruche 1 bis 11 oder 14 bis 21, gekennzeichnet durch 
den zusatzlichen Schritt: 

e) Bestimraen von fur die Pilzspezies kennzeichnenden 
Nucleotidsequenzabschnitten der in der nntersuchungs- 
losung enthaltenen DNA. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dafi 
im Schritt e) die Pilz-DNA oder Segmente der Pilz-DNA, 
die ggf . zuvor gemafi Schritt c) araplif iziert wurden, mit 
DNA-Sonden hybridisiert werden, die fiir bestimtrte Pilzstaitme 
und/oder -spezies spezifisch sind, wobei der Test der 
erfolgten Hybridisierung dann zur Identif izierung der 
Pilzspezies fiihrt. 
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31. 



32. 



33. 



Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daS 
zum Testen der erfolgten Hybridisierung die Sonden mit 
Digoxigenin markiert und die Hybride z.B. nach der Southern 
Blot-Methode nachgewiesen werden. 

Verfahren nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet 
daS als DNA-Sonden eine oder mehrere der Nucleotidsequenzen 
SEQ ID-No : 3 bis SEQ ID-No: 8 aus dem beiliegenden Sequenz- 
protokoll verwendet werden. 

Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, daS 
die DNA-Sonden seguentiell nacheinander, vorzugsweise in 
der ; aeihenfolge SEQ ID-No : 3, SEQ ID-No : 8, SEQ ID-No- 6 
SEQ ID-No: 7, SEQ ID-No: 4 und SEQ ID-No: 5 eingesetzt 
werden und jeweils die Hybridisierung getestet wird. 



34. Nucleotidsequenz SEQ id-No : 3 
Seguenzprotokoll . 



aus dem beiliegenden 



35. Nucleotidsequenz SEQ ID-No : 4 
Seguenzprotokoll . 



aus dem beiliegenden 



3&. Nucleotidsequenz SEQ ID-No .- 5 
Sequenzprotokoll. 



aus dem beiliegenden 



37. Nucleotidsequenz SEQ id-No: 6 aus dem beiliegenden 
Sequenzprotokoll. 

38. Nucleotidsequenz SEQ id-No : 7 aus dem beiliegenden 
Sequenzprotokoll . 



39. Nucleotidsequenz SEQ ID-No : 8 aus dem beiliegenden 
Sequenzprotokoll. 
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40. Verwendung einer Oder mehrerer der Nucleotidseguexizen aus 
den Anspriichen 34 - 39 als DNA-Sonde zum Identif izieren 
von Pilzspezies. 

41. Verwendung einer oder mehrerer der Nucleotidsequenzen aus 
den Anspriichen 34 - 39 als DNA-Sonde bei einem Verfahren 
nach einem der Anspruche 29 - 33. 

42 . Verwendung der Nucleotidsequenz aus Anspruch 34 zum Nachweis 
der Pilzspezies Candida albicans. 

43 . Verwendung der Nucleotidsequenz aus Anspruch 35 zum Nachweis 
der. Pilzspezies Candida glabrata. 

44 . Verwendung der Nucleotidsequenz aus Anspruch 36 zum Nachweis 
der Pilzspezies Candida krusei. 

45 . Verwendung der Nucleotidsequenz aus Anspruch 37 zum Nachweis 
der Pilzspezies Candida tropicalis. 

46. Verwendung der Nucleotidsequenz axis Anspruch 38 zum Nachweis 
*er Pilzspezies Candida parapsilosis. 

47 . Verwendung der Nucleotidsequenz aus Anspruch 39 zum Nachweis 
von Pilzspezies der Gattung Aspergillus. 

48. Kit zum Identif izieren von Pilzspezies, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft er an spezifische Nucleotidsequenz abschnitte 
der DNA der jeweiligen Pilzspezies hybridisierende DNA- 
Sonden enthStlt. 

49. Kit nach Anspruch 48, dadurch gekennzeichnet, dafi er als 
DNA-Sonden eine Oder mehrere der Nucleotidsequenzen aus 
den Ansprilchen 34 - 39 enth&lt. 
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50. Kit nach Anspruch 48, dadurch gekennzeichnet, daS er als 
DNA-Sonden an das Pilz-Gen fur die l8ssu-rRNA bindende 
Nucleotidsequenzen enthalt . 

51. Verfahren zum Nachweisen von Pilzzellen in Vollblut, mit 
den Schritten: 

Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen aus dem 
Vollblut, 

- Extrahieren von DNA aus den isolierten Pilzzellen, 

Amplif ikation zumindest eines Segmentes der extra- 
hierten Pilz-DNA, vorzugsweise zumindest eines 
Segmentes des Pilz-Gens fur die 18ssu-rRNA, 

- Nachweis der Amplif ikationsprodukte in Form einer 
Ja/Nein-Entscheidung, und 

- Zuordnung der Amplif ikationsprodukte zu einzelnen 
Pilz-Spezies durch Hybridisierung mit DNA-Sonden, 
die fur bestimmte Pilzstamme und/oder -spezies 
spezifisch sind. 

52 . Verfahren nach Anspruch 51 und einem der Anspriiche l bis 
11 Oder 14 bis 21 oder 30 bis 33. 

53. Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 
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Polymerase-Kettenreaktion sowie DNA-Sonden enthalt, die 
fur bestimmte Pilzstairme und/oder -spezies spezifisch sind 
und an das jeweilige Pilz-Gen fur die 18ssu-rRNA binden. 
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To detect fungs cells in clinical material, fungus DNA is extracted from whole blood, and the extracted fungus DNA is subsequently 
tested. This testing enables the conclusion to be drawn that there is a fungal infection. For further diagnosis, the species of fungus are 
subsequently determined from the extracted DNA. In this connection, the process for extracting the fungus DNA from whole blood involves 
isolation of essentially intact fungus cells from the whole blood and extraction of DNA from the isolated fungus cells. To detect the fungus 
DNA, at least one segment of the fungus DNA to be tested is amplified, and as a result the amplification products are detected, if necessary. 
To further identify the species of fungus, characterising nucleotide sequence sections are determined for the species of fungus. 

(57) Zusammenfassung 

Zum Nachweisen von Pilzzellen in klinischem Material wird Pilz-DNA aus Vollblut extrahiert und die extrahierte Pilz-DNA dann 
nachgewiesen. Aufgnind dieses Nachweises kann auf eine Pilzinfektion geschlossen werden. Fur die wciterc Diagnose wcrden die 
Pilzspezies dann aus der extrahierten Pilz-DNA bestimmt. Das Verfahren zum Extrahieren der Pilz-DNA aus Vollblut umfaBt dabei die 
Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen aus dem Vollblut und die Extraktion von DNA aus den isolierten Pilzzellen. Zum Nachweisen 
der Pilz-DNA wird dann zumindest ein Segment der iiachzuweisenden Pilz-DNA amplifiziert, woraufhin die Amplifikationsprodukte 
gegebenenfalls nachgewiesen werden. Urn die Pilzspezies weiter zu identifizieren, werden fiflr die Pilzspezies kennzeichnende 
Nucleotidsequenzabschnitte bestimmt 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



AM 


Armcnien 


AT 


Osterreich 


AU 


AuKnlim 


BB 


Baib&dot 


BE 


Belgien 


BP 


Burkina Faso 


BG 


Bulgtrien 


BJ 


Benin 


BR 


Braailien 


BY 


Belarus 


CA 


Kantda 


CF 


Zemrale Afrikanische Republik 


CC 


Kongo 


CH 


SchweJz 


a 


Coted'Ivoirc 


CM 


Kamenm 


CN 


China 


cs 


Tjchechoslowakei 


cz 


Tschechische Republik 


DE 


Deotschlind 


DK 


Danetnark 


EE 


Estland 


ES 


Spanten 


fi 


Finnlind 


FR 


Frtnkrctch 


CA 


Gabon 



GB 


Verekiigtes Konigreich 


GE 


Georgien 


GN 


Guinea 


GR 


Griccheniand 


HU 


Ungarn 


IE 


Man) 


IT 


ttalien 


JP 


Japan 


KE 


Kenya 


KG 


Kbgtsiitan 


KP 


Demokraiische Volksrepublik Korea 


KR 


Republik Korea 


KZ 


Kasachsian 


LI 


Liechtenstein 


LK 


Sri Lanka 


LR 


Uberia 


LK 


Litauen 


LU 


Luxemburg 


LV 


Lett land 


MC 


Monaco 


MD 


Republik Moldau 


MG 


Madagaakar 


ML 


Mali 


MN 


Mongolei 


MR 


Maurelanien 


MW 


Malawi 



MX 


Mexiko 


NE 


Niger 


NL 


Niederlande 


NO 


Norwegen 


NZ 


Neuseeland 


PL 


Poten 


PT 


Portugal 


RO 


Ruminien 


RU 


Rimbche Federation 


SD 


Sudan 


SE 


Schweden 


SG 


Stngapur 


SI 


Slowenien 


SK 


Slowakei 


SN 


Senega) 


sz 


Swasiland 


TD 


Tscfaad 


TG 


Togo 


TJ 


Tadachikfctan 


TT 


Trinidad und Tobago 


UA 


Ukraine 


UG 


Uganda 


US 


Veteinigte Staaten von Amerika 


UZ 


Usbekistan 


VN 


Vietnam 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Interna' U Application No 

PCT/EP 96/03580 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12Q1/68 G01M33/50 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national class ft cation and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12Q 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category" 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 93 23568 A (HOLMES ANN RACHEL ; CANNON 
RICHARD DAVID (NZ); JENKINSON HOWARD FRA) 
25 November 1993 

see page 24, line 6 - page 26, line 15; 
claims 41,67-83; examples 4-6 

EP 0 422 869 A (GENE TRAK SYSTEMS) 17 
April 1991 

see the whole document 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 

vol. 32, no. 1, January 1994, WASHINGTON, 

US, 

pages 228-231, XP000645486 

HOLMES ET AL.: "Detection of C. albicans 

and other yeasts in blood by PCR" 

see page 228 - page 229 

-/-- 



1-4, 

12-15,28 
5-11 



1,2, 
14-54 



1-4, 

12-15,28 



m 



Further documents are listed in (he continuation of box C 



0 



Patent family members arc listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

*A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E* earlier document but published on or after the international 

filing date 

*L' document which may throw doubts on priority daimfs) or 
which is a ted to establish the publication date of another 
dution or other special reason (as specified) 

*0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

'P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



*T later document published after the international filing dale 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

'Y' document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



26 May 1997 



Date of mailing of the international search report 



0 9. oa 97 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office* P.B. SSI 8 PatenUaan 2 
NL - 22*0 HV Rijswijk 
Td. t> 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo id, 
Fax ( + 31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Molina Gal an, E 



Form PCT/1SA/210 (ucood sheet) (July 1992) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern al Application No 

PCT/EP 96/03580 



CXContinuatian) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



p,x 



US 5 426 026 A (JORDAN ET AL.) 20 June 
1995 



see the whole document 

US 5 434 048 A (SIMON LUC ET AL) 18 July 
1995 



Seq. Id. 12 

see the whole document 

EP 0 335 633 A (INTEGRATED GENETICS INC) 4 

October 1989 

see the whole document 

WO 92 08807 A (HRI RESEARCH) 29 May 1992 
see page 18, line 30 - page 23, line 28; 
claims 30-42 

EP 0 574 267 A (GEN-PROBE INC) 15 December 
1993 

see the whole document 

US 4 130 395 A (CHRYSSANTH0U) 19 December 
1978 

see column 1, line 36 - line 39 

EP 0 285 439 A (GEN-PROBE INC.) 5 October 
1988 

US 5 426 027 A (L0TT ET AL.) 20 June 1995 

BONE MARROW TRANSPLANTATION, 
13 March 1994, 
page 184 XP000645489 
EINSELE H ET AL: "DETECTION OF VARIOUS 
FUNGAL PATHOGENS IN BLOOD SAMPLES BY PCR" 
see abstract 

JP 08 089 254 A (T0UY0UB0U JI1N 
ANARISHISU:KK) 9 April 1996 



see claims 



1-3, 
12-21, 
26-31, 
48,50-53 



1,2, 
14-22, 
24-33, 
40-54 



29-32, 
37,48-54 



5-11 



5-11 



5,7 



1,2, 
14-21, 
26-31, 
48,50-53 



1,2, 

14-21, 

26-35, 

40,41, 

48-54 



4 



Form PCT/1SA/210 (continuation of Mcontf thmx) (July 1913) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No, 

PCT/EP 96/03580 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain cl aims under Article 1 7(2)(a) for the foi lowing reasons : 
1. | I ClaimsNos.: 

■ — 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. pn ClaimsNos.: 

1 — 1 because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 
This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 

1. Claims 1, 2, 28 partly, and claims 3-13 

2. Claims 1, 2, 28 partly, and claims 14- 54 



1. fx! As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchableclaims. 

2 . Q As all searchable claims could be searched without effort justify ing an additional fee , this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
1 — 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. | I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
I — I restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| x | No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



j 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

....ormabon on patent family members 



Intern at Application No 

PCT/EP 96/0358G 



Patent document 


Publication 




Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 




mcmber(s) 


date 


WO 9323568 A 


25-11-93 


AU 


4094293 A 


13-12-93 






CA 


2136206 A 


25-11-93 






EP 


0642588 A 


15-03-95 


EP 0422869 A 


17-04-91 


AU 


6390590 A 


18-04-91 






CA 


2025180 A 


13-04-91 






JP 


3206900 A 


10-09-91 






US 


5403710 A 


04-04-95 


US 5426026 A 


20-06-95 


NONE 




US 5434048 A 


18-07-95 


CA 


2086136 A 


24-06-94 


EP 0335633 A 


04-10-89 


AT 


122103 T 


15-05-95 

m>%t w«# J %J 






DE 


68922428 D 


08-06-95 






0E 68922428 T 


25-01-96 






JP 


2150300 A 


08-06-90 


WO 9208807 A 


29-05-92 


US 


5284940 A 


08-02-94 






AU 


9058091 A 


11-06-92 






EP 


0557448 A 


01-09-93 






US 


5620852 A 


15-04-97 


EP 574267 A 


15-12-93 


AU 


668746 B 


16-05-96 






AU 


4535593 A 


04-01-94 






CA 


2137690 A 


23-12-93 






JP 


8501208 T 


13-02-96 






WO 


9325711 A 


23-12-93 


US 4130395 A 


19-12-78 


NONE 




EP 285439 A 


05-10-88 


AT 


111160 T 


15-G9-94 






AU 


619745 B 


06-02-92 






AU 


1622388 A 


02-11-88 






CA 


1317860 A 


18-05-93 






DE 


3851354 D 


13-10-94 






DE 


3851354 T 


19-01-95 






EP 


0586024 A 


09-03-94 






ES 


2058263 T 


01-11-94 






JP 


1503006 T 


12-10-89 



Form PCT/llA/JIfl (pit.nl (unity inntt) (July Ml) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

a jcMTOAQon on patent family members 



Intern al Application No 

PCT/EP 96/03580 



Patent document 
cited in search report 


Publication 


Patent family 
membcr(s) 


Publication 
dale 


EP 285439 A 




W0 8807539 A 


06-10-88 
15-11-94 


US 5426027 A 


20-06-95 


NONE 




JP 08089254 A 


09-04-96 


NONE 





Form PCT/ISA/2I0 <pat*al ftmily am*«) (Jury IWJ) 



page 2 of 2 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 



Internar les Aktenzeichen 

PCT/tP 96/03580 



B. RECHERCH1ERTE GEBIETE 


Recherchicrtcr Mindestprufrtoff (KJxssjfilcaUonstystem und KJasafik*Don«ymbolc ) 




IPK 6 C12Q 




Recherchicrtc aber mcht zum Mindestprufrtoff gehdrende YeroiTenUichungen, sowrit <b« 


se untcr die rcchcrchicrten Gebietc fallen 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSCEGENSTANDES 

IPK 6 C12Q1/68 G01N33/58 



Nacb der International en Patcntklasafikauon (jPKj Oder nach der national en Klasafikation und der IPK 



Wahrend der intemationalen Recherche konsulticrte elcktronische Datenhank (Name der Datcnbank und evtl. verwendete Suchbegnffc) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kate gone* Bezeichnung der Veroffentischung, sowdt erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 93 23568 A (HOLMES ANN RACHEL ; CANNON 
RICHARD DAVID (NZ); JENKINSON HOWARD FRA) 
25. November 1993 

siehe Seite 24, Zeile 6 - Seite 26, Zeile 
15; Anspriiche 41,67-83; Beispiele 4-6 

EP 0 422 869 A (GENE TRAK SYSTEMS) 

17. April 1991 

siehe das ganze Ookument 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 

Bd. 32, Nr. 1. Januar 1994, WASHINGTON, 

US, 

Seiten 228-231, XPO0O645486 
HOLMES ET AL.: "Detection of C. albicans 
and other yeasts in blood by PCR" 
siehe Seite 228 - Seite 229 

-/" 



1-4, 

12-15,28 
5-11 



1,2, 
14-54 



1-4, 

12-15,28 



j )( Weiterr Vcrofferrthchunrcn nnd der Fortsttzung von Fcld C zu j)( [ Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategonen von angegebenen VerdOentlichungen 

"A' Veroffcmlichung, die den aUgemeinen Stand der Technik dctinicrt, 
aber mcht als betondtrs bedeutsam anzuschen irt 

"E" il teres Dokuraent, das jedoch erst am oder nach dem international en 
Anmddedatum vcroffenujcht worden ist 

*L* Veroffenmchung, die geeignet irt, einen Prioritatsanspruch zwdfelhaft er- 
schdnen zu lassen, oder dureh die das Vcroffenttichungsdatum einer 
anderen im Recherchcnbencht genannten Vcroflcntlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grand angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffcnthchung, die lich auf cine mundlichc Oflenbarung, 

anc Benuccung, one AussteUung oder andere Maflnahmen bezieht 

*P* VerdfTcntlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchtcn Priontatsdatum verdfTcntucht worden ist 



T* Spate re Veroffentlichung» die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Pnontatsdatum veriftentucht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht fcoUidiert, sondem nur zumVerrtindnis des der 
Erfindung zugrundehegenden Prinzips oder der ihr zugnmddiegenden 
Thcone angegeben ist 

"X* VerdtfcnUichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
karm alt em tufrrund dicscr VcrdfTendichung mcht als neu oder auf 
erfindenscher Taogkdt beruhend betrachtet werden 

*Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
karm nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, worn die VerofTentiichung out oner oder mchxeren anderen 
VerofTentlichungen dicscr Kate tone in Verbindung gebracht wird und 
these Verbindung fur einen Fachmann nahcliegend »t 

# A" VcrofTenttichung. die Mitghed derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abscbiusses der intemationalen Recherche 



26.Mai 1997 



Atncndedatum des intemationalen Recherchcnbencht! 



0 9. 08. 97 



Name und Postanschrift der Internationale Recherche nbe horde 
Europaisches Patentamt, P.B. 2818 Patcnuaan 2 
NL-22SO HV Rijswijk 
Td. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 cpo id, 
Fax( + 31-70) 340-3016 



Bcvolbnachugter Bcdiensteter 

Molina Gal an, E 



PCT/ISA/310 (BUCL 2) (Juli 1993) 



Seite 1 von 2 



INTERNATTONAJLER RECHERCHENBERICHT 



Interna les Aktenzeichen 

PCT/EP 96/03580 



C(Fortsetamg) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 




nn#irfimtno tier V^rv^ffeniiirhimir muwi! ^rfrvrdcrtich unter Ansftbc der in Bctracht koenmenden Teilc 


Bctr. Ampruch Nr. 


X 


US 5 426 026 A (JORDAN ET AL.) 20.Juni 
1995 

siehe das ganze Dokument 


1-3, 
12-21, 
26-31, 
48,50-53 


X 


US 5 434 048 A (SIMON LUC ET AL) 18. Jul i 
1995 

Seq. Id. 12 

siehe das ganze Dokument 


1,2, 
14-22, 
24-33, 
40-54 


X 


EP 0 335 633 A (INTEGRATED GENETICS INC) 

4.0ktober 1989 

siehe das ganze Dokument 


29-32, 
37,48-54 


Y 


WO 92 08807 A (HRI RESEARCH) 29. Mai 1992 
siehe Seite 18, Zeile 30 - Seite 23, Zeile 
28; AnsprLiche 30-42 


5-11 


Y 


EP 0 574 267 A (GEN-PROBE INC) 15.Dezember 
1993 

siehe das ganze Dokument 


5-11 


A 


US 4 130 395 A (CHRYSSANTHOU) 19.Dezember 
1978 

siehe Spalte 1, Zeile 36 - Zeile 39 


5,7 


A 


EP 0 285 439 A (GEN-PROBE INC.) 5.0ktober 
1988 




A 


US 5 426 027 A (LOTT ET AL.) 20.Juni 1995 




X 


BONE MARROW TRANSPLANTATION, 

13.Marz 1994, 
Seite 184 XP000645489 
EINSELE H ET AL: "DETECTION OF VARIOUS 
FUNGAL PATHOGENS IN BLOOD SAMPLES BY PCR" 
siehe Zusanuienfassung 


1,2, 
14-21, 
26-31, 
48,50-53 


P.X 


JP 08 089 254 A (T0UY0UB0U JIIN 
ANARISHISU:KK) 9. April 1996 

siehe Anspriiche 


1.2, 

14-21, 

26-35, 

40,41, 

48-54 



FofmbUu PCT/1SA/310 (PortMttuA» von EU.lt 2) (Juli 1993) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBER TCWT 


imc tiona.es Aktcnzeichen 

PCT/EP 96/03580 


1 Feld 1 Bemerkungen zu den Anspruchcn, die sich aJs nicht rcchcrchicrbar crwiesen 


haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1) 




2 - [ I Anspruche Nr. 



3. n AniprOehe Nr. 

weil er rich dabei urn .bhtngige AnrprUche harden, die nicht enuprechend Sau 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafli rind. 



Feld II Bemerkungen be. mmgemder Einheitlichkeit der Erfin dung (Forttettung von Punkt 2 auf Blatt I ) 

Die .Ucherehenbehbrde ha t f„« d^ die« interna A^.dung n^ere Erfindungen enUuUt 

1. Anspruche 1,2,28 te.lwelse, und Anspruche 3-13 

2. Anspruche 1,2,28 teHwelse, und Anspruche 14-54 



3 ' P 1 dw Anmelder nur cinige der erforderlichen zuiatzKchen R^rnh^hnh,.- u. • 

Internationale Recherchenbericht nur auf die Annflcte £ E2na*5^^ wtrichut hat, erstreckt rich dicser 

sind, namlich auf die Anspruche Nr. °" in te™aUonalen Anmeldung, fQr die Gebuhren entrichtei worden 



Bonerkongen hnuichUid, erne, Widen**.* Q Die Ziehen GebUhren wurden vom Anmelder unter Widerrpruch pahk. 

[7] Die Zahlung zuriiizlicher GebUhren erfolgte ohne Widerrprueh. 
FormbJ.u PCTVISA/210 (Forueuung von BI.U I (1))(j„U ,992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu VeroflenUichung*... die zur selbcn Patentfamilic gehorcn 



Interna' les Aktcnzcichen 

PCT/EP 96/03580 



lm Rccherchenberichi 


Datum der 


Mitglied(er) der 


Datum der 


an I lull LCs r alcnvuUKUlliciiL 


Vprriffentlichunc 


Paten ifamilie 


Verdffentlkhung 


WO 9323568 A 


25-11-93 


AU 4094293 A 


13-12-93 ; 






CA 2136206 A 


25-11-93 






EP 0642588 A 


15-03-95 




17-fl4-Q1 


AU 6390590 A 


18-04-91 






CA 2025180 A 


13-04-91 






JP 3206900 A 


10-09-91 






US 540371O A 


04-04-95 


US 5426G26 A 


20-06-95 


KEINE 






lfl.fl7.Qi; 
JLO-u/ "3J 


CA 2086136 A 


24-06-94 


EP 0335633 A 


04-10-89 


AT 122103 T 


15-05-95 






DE 68922428 0 


08-06-95 






DE 68922428 T 


25-01-96 






id ?i t »pnfln a 

Or lIjUjou m 


08-06-90 

UO \J\J Jv 


WO 9208807 A 


29-05-92 


US 5284940 A 


08-02-94 






AU 9058091 A 


11-06-92 






EP 0557448 A 


01-09-93 






US 5620852 A 


15-04-97 


EP 574267 A 


15-12-93 


AU 668746 B 


16-05-96 






All amR^Qi A 


04-01-94 






CA 2137690 A 


23-12-93 






JP 8501208 T 


13-02-96 






W0 9325711 A 


23-12-93 


US 4130395 A 


19-12-78 


KEINE 




EP 285439 A 


05-10-88 


AT 111160 T 


15-09-94 






AU 619745 B 


06-02-92 






AU 1622388 A 


02-11-88 






CA 1317860 A 


18-05-93 






DE 3851354 D 


13-10-94 






DE 3851354 T 


19-01-95 






EP 0586024 A 


09-03-94 






ES 2058263 T 


01-11-94 


• 




JP 1503006 T 


12-10-89 



FonoMaU PCT/1SA/2.0 (AaJimi PtttottomlMXJuIl lt93) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angabcn zu Veroffentlichunfc die zur sclfaen Pitentfamih* gehdren 



Interna' xlcs Aktenzeichcn 

PCT/tP 96/03580 



j Im Recberchcnbeficht 

angcfuhrtes Patentdokument 


Datum der 
veroiienuicnung 


Mitglied(er) dcr 
r&ienuajniiic 


Datum der 

VprfSffpntllfihiino 


EP 285439 A 




WO 8807539 A 
US 5364763 A 


06-10-88 
15-11-94 


US 5426027 A 


20-06-95 


KEINE 




JP 08089254 A 


09-04-96 


KEINE 





Fonnblatl PCT/ISA/210 (Anhinft P>t*ntfwrukeMJuli 1992) 



Seite 2 von 2 



